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,f Eukaryotische Zellen, eukaryotische Protoplasten und 
vielzellige eukaryotische lebende Organismen mit einem 
Gehalt an durch Lipidvesikel eingebrachter DNA, Ver- 
fahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung zur Her- 
stellung von Gen-Produkten, zur Immunisierung und zur 
Behebung genetisch bedingter Defekte " 

Prioritat: 23. Oktober 1979, Bundesrepublik Deutschland 
Nr. ? 29 42 780.3 



Die Erfindung betrifft eukaryotische Zellen, eukaryotische 
Protoplasten und vielzellige eukaryotische lebende Organis- 
men mit ejnem Gehalt an durch Lipidvesikel eingebrachter 
DNA, die die genet ische Information in Form niitzlicher Gen- 
Produkte exprimieren konnen, Verf ahren zu ihrer Herstellung 
und ihre Verwendung zur Herstellung von Gen-Produkten, zur 
Immunisierung und zur Behebung genetisch bedingter Defekte. 

Lipidvesikel stellen annahernd kugelformige Gebilde dar, 
deren Wandung aus einem System von mindestens einer Membran 
aus Lipidmolekiilen besteht. Zur Zeit sind drei verschiedene 
Arten von Lipidvesikeln bekannt, namlich multilamellare 
Lipidvesikel (MLV) , auch als Liposomen bezeichnet, kleine 
unilamellare Lipidvesikel (SUV) sowie grofie unilamellare 
Lipidvesikel (LUV). Die Herstellung, die Eigenschaf ten und 
die Verwendung dieser Lipidvesikel ist u.a. von G. Poste, 
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D. Papahadjopoulos und W.J. Vail, Lipid Vesicles as 
Carriers for Introducing Biologically Active Materials into 
Cells, Methods in Cell Biology, Bd. 14 (1976), S. 33-71, 
sowie R.E.Pagano und J.N.Weinstein, Ann. Rev. Biophys. 
Bioeng., Bd. 7 (1978), S. 435 bis 468, beschrieben. In die- 
sen beiden Ubersichtsartikeln ist auf umf angreiche weitere 
Literatur verwiesen worden. 

Es ist bekannt, daB Warmbluterz,ellen, z.B. Saugetier zellen, 
in vitro und in vivo eine groBe Anzahl von Lipidvesikeln 
ohne cytotoxische Wirkungen aufnehmen. Da die verschiedensten 
Stoffe im Inneren von Lipidvesikeln oder zwischen den Vesikel- 
membranen eingeschlossen werden konnen, kann die Aufhahme 
von Lipidvesikeln bestimmter Zusamraensetzung durch Zellen 
15 eine Moglichkeit zur Modif izierung der zallularen Zusammen- 
setzung und zum Einfiihren nicht-permeabler biologisch akti- 
ver Stoffe in die Zelle eroffnen; vgl. G. Poste, D. 
Papahadjopoulos und W.J. Vail, a.a.O. und G. Gregoriadis, 
The Carrier Potential of Liposomes in Biology and Medicine, 
20 The New England Journal of Medicine, Bd. 295 (1976), 

S. 704 bis 710, und R.E. Pagano und J.N. Weinstein, a.a.O. „ 

So ist z.B. bekannt, Inositolhexaphosphat enthaltende uni- 
lamellar Lipidvesikel in das Zellinnere von Erythrocyten 
einzubringen; vgl. K. Gersonde und C. Nicolau, Blut, Bd. 39 
(1979), S. 1 bis 7. Ferner ist bekannt, daB Metaphase- 
Chroroosomen, die das HGPRT-Gen bzw. das AMP-Pyrophosphat- 
Phosphoribosyltransferase-Gen (aprt + ) tragen, mit Liposomen 
in Zellen iiberfiihrt werden konnen, die HGPRT bzw. aprt-nega- 
tiv sind. Die Uberftthrung laBt sich durch Selekt ion ie rung 
der wenigen HGPRT bzw. aprt-positiv gewonnenen Zellen nach- 
weisen; vgl. A.B. Mukherjee u. Mitarb. , Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, Bd. 75 (1978), S. 1361 - 1365, und M. Wigler 
u. Mitarb., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Bd. 76 (1979) 
S. 1373 bis 1376. Es ist auch bekannt, daB Polioviren Typ I 
bzw. die replikationsfahige RNA dieser Viren mit Hilfe von 
Lipidvesikeln in poliovirus-resistente Ovarienzellen des 
chinesischen Hamsters uberfxihrt werden. In diesem Fall wird 
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1 die Uberfiihrung durch Nachweis der Virusproduktion erbracht; 
vgl. T. Wilson u. Mitarb., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
Bd. 74 (1977), S. 3471 bis 3475, und T. Wilson u. Mitarb., 
Cell, Bd. 17 (1979), S. 77 bis 84. 

5 

Auch die Boten-RNA (m-RNA) fiir Kaninchenglobin ist mit Lipid- 
vesikeln (LUV) in Mause-Milzlymphocyten iiberfiihrt worden, 
in denen dann die Synthese von Kaninchenglobin zu beobachten 
ist; vgl. G.J. Dimitriadis, Nature, Bd. 274 (1978), S. 923 
10 bis 924. Die Verwendung von RNA hat allerdings den Nachteil, 
daB sie snhwer zu reinigen ist und in gereinigtem Zustand sehr 
viel leichter der Hydrolyse unterliegt als DNA. 

Das bakterielle selbst replikationsf ahige Plasmid pBR322 
15 kann mit Hilfe von Liposomen in E. coli eingefiihrt werden. Es 
repliziert sich in E. coli und kann durch die Nachkommenbak- 
terien des Empf angerbakteriums , die nun die Resistenzmarker 
des pBR322 Plasmids zeigen, nachgewiesen werden; vgl. R.T. 
Fraley u. Mitarb. , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Bd. 76 (1979), 
20 S. 3348 bis 3352. DNA-haltige Liposomen sind in den Kern der 
Protoplasten der Pflanze Vigna sinensis eingefiihrt worden ; 
vgl. P.F. Lurquin, Nucleic Acids Research, Bd. 6 (1979), 
S. 3773 bis 3784. Es ist auch bekannt, daB Liposomen durch 
Injektion im lebenden Organismus zur Fusion mit Zellen dieses 
2o Organismus gebracht werden konnen. 

Der EinschluS vor. Plasr?»id-DNA (pMB9) in Lipid vesikel (LUV) ist 
ebenfalls bekar.r.t; vgl. G .J. Dimitriadis, Nucleic Acids Research, 
30 Bd. 6 (1975), S. 2697 bis 2705. 
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1 Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eukaryotische Zellen 
eukaryotische Protoplasten und vielzellige eukaryotische le- 
bende Organismen mit einem Gehalt an durch Lipidvesikel einge- 
brachter einstrangiger oder doppelstrangiger DNA von Prokary- 

5 onten oder Eukaryonten zur Verfiigung zu stellen mit dem Ziel 
der unmittelbaren Gen-Expression, d.h. der Syn these von niitz- 
lichen Gen-Produkten in den Zellen, und zwar in einer Menge, 
die deren einfache Erkennung, Anreicherung und Isolierung er- 
moglicht. Im Unterschied zu bisherigen Verfahren der Gen- 

10 Uberfuhrung (Gen-Transformation) soil es erf indungsgemaB mog- 
lich sein, die Gen-Produkte nach bekannten Methoden festzu- 
stellen und zu gewinnen, ohne daB die Zellen, welche die 
DNA-haltigen Lipidvesikel erhalten haben, von den iibrigen Zel- 
len selektioniert werden miissen. AuBer den primaren wertvol- 

15 len Gen-Produkten (Proteine in Form von Enzymen, Virusanti- 
gene, Peptidhormone , biologisch aktive Polypeptide usw.) 
sollen auch sekundare Gen-Produkte gewonnen werden konnen, 
die durch die enzymatische Leistung der primaren Gen-Produkte, 
wie z.B. Enzyme, synthetisiert werden . 

20 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eukaryotische ZqII- 
Linien zur Verfiigung zu stellen, die nicht nur unmittelbar, 
sondern durch stabile Inkorporation der mittels Lipidvesikel 
eingefiihrten DNA auf die Dauer in Form ihrer Nachkommenzellen 
25 bestimmte wertvolle Gen-Produkte synthetisieren. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, durch Einfiihrung 
von -DNA mittels Lipidvesikeln in vielzellige eukaryotische le- 
bende Organismen ohne deren Integritat durch groBere Eingrif- 
30 fe zu gefahrden, die Produktion bestimmter Gen-Produkte zu 
veranlassen, z.B. die Bildung von Antigenen zwecks "Selbst- 
immunisierung ,, / die Bildung von Antikorpern, oder die Bildung 
von Gen-Produkten zur zeitweiligen oder bleibenden Behebung 
genetisch bedingter Mangel, Defekte oder Krankheiten. 
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1 Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, DNA enthaltende 
Lipidvesikel in das Cytoplasma von eukaryotischen Proto- 
plasten aus Pflanzen einzufiihren, urn auf diese Weise in 
der Pflanze wertvolle Produkte, z.B. Proteine, zu bilden 

5 und nach Uberfuhrung der DNA in den Zellkern durch zell- 

eigene Mechanismen zu genetisch neuen Pf lanzenrassen zu ge- 
langen. Auch Saccharomyces cerevisiae und Neurospora crassa 
und deren Protoplasten mit einem Gehalt an durch Lipidvesikel 
eingebrachter DNA konnen erf indungsgemafl zur Verfiigung gestellt warden. 

10 

Es wurde vollig iiberraschend f estgestellt , daB nach dem 
Einfiihren von DNA nsittels Lipidvesikel in das Cytoplasma 
von eukaryotischen Zellen, d.h. isolierte Zellen pflanzli- 
chen, tierischen oder menschlichen Ursprungs, eukaryotische 
15 Protoplasten oder Zellen von vielzelligen eukaryotischen 

lebenden Organismen, unmittelbar, namlich innerhalb weniger 
Stunden die Produkt.ion der entsprechenden Gen-Produkte 
festzustellen ist. Ebenso Iiberraschend ist, daB es nach dem 
Einbringen von DNA-haltigen Lipidvesikeln in vielzellige 
20 eukaryotische lebende Grganismen im Organismus innerhalb 

kurzer Zeit zur Produktion der entsprechenden Gen-Produkte 
konunt. Es war bisher nicht bekannt, daB DNA aus prokaryoti- 
schen oder eukaryotischen Quellen in eukaryotischen Systemen 
sofort und unmittelbar nach dem Einbringen der DNA-haltigen 
Lipidvesikel, zur Expression gebracht werden konnte. Der Me- 
chanismus der Transkription und Translation von DNA in pro- 
karyotischen und eukaryotischen Systemen ist nocht nicht voll- 
standic aufceklart. 

30 Als eukaryotische Zellen kommen fur die Erfindung praktisch 

alle ublichen Zellen und Zell-Linien unterschiedlichen Ur- 
in Betrac.nt 

sprungs*, wie HeLa-Zellen (Mensch) , L-Zellen (Maus) , Rous 
Sarcom-Zellen (Huhn) , Vero-Zellen (Affe) , Nieren-Zellen 
(Affe, Rind, Schwein) sowie primare Zellkulturen, die direkt 
35 aus beliebigen Organismen, wie z.B. Maus, Ratte, Huhn, Affe, 
Wachtel, Hamster, Kaninchen, Rind oder Schwein, gewonnen 
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werden. Besonders bevorzugt sind diploide Zellen r die in Ge- 
webekulturen moglichst hohe Generationszahlen erreichen. Eben 
so kommen in Frage Zellen und Protoplasten aus z.B. Tabaks- 
pflanzen, Getreidepf lanzen, Saccharomyces cerevisiae oder 
Neurospora crassa. Als vielzellige eukaryotische lebende 
Organismen kommen Pf lanzen, Tiere oder Menschen in Frage. 

Als DNA-Material aus prokaryotischen oder eukaryotischen 
Quellen kommen biochemisch gereinigte Gesamt-DNA einer Zel- 
le oder eines Organismus, insbesondere aber hieraus ange- 
reicherte Fraktionen (Gen-Fragmente) in Frage. Einstrangi- 
ge und doppelstrangige DNA, insbesondere spezifische DNA, 
steht heute nach Replikation in Plasmiden, Phagen oder Viren in beliebi- 
gen Mengen zur Verfugung. Vorzugsweise kann Plasmid- und Virus- 
DNA (Vektoren) verwendet werden, die ihrerseits wiederum 
bestimmte Spender-DNA aus anderen Organismen beinhalten 
kann. Dieses Verfahren kommt insbesondere deshalb in Frage, 
weil hierdurch gewiinschte DNA angereichert werden kann. Ins- 
besondere kommen aus den Vektoren herausgeschnittene Gen- 
Fragmente in Frage, welche codogene DNA-Sequenzen fur das 
gewiinschte Gen-Produkt enthalten. Es ist keine^ notwendige 
Voraussetzung fur die Erfindung, daB die in den Lipid- 
vesikeln eingebrachte DNA nach der Fusion mit dem Zellen 
oder den Zellen lebender Organismen die Fahigkeit zur 
Selbstreplikation hat. DNA kann auch mittels reverser Trans- 
kription aus RNA hergestellt werden. Es ist ebenfalls mog- 
lich, chemisch hergestellte DNA-Sequenzen entweder fiir sich 
allein oder nach Kopplung an naturliche oder auf andere Wei- 
se gewonnene DNA, z.B. in Plasmiden, zu verwenden. 



Die Herstellung der DNA-enthaltenden Lipidvesikel und ihr 
Einbringen in eukaryotischen Zellen, eukaryotische Proto- 
plasten und vielzellige eukaryotische lebende Organismen 
erfolgt nach iiblichen bekannten Methoden. Insbesondere wer- 
den Lipidvesikel nach den von G. Poste, D. Papahadjopoulos 
und W.J. Vail, a.a.O., sowie R.E. Pagano und J.N.Weinstein, 
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a.a.O., angegebenen Verfahren in die Zellen, Protoplasten 
Oder Organismen eingebracht. Vielzellige eukaryotische 
lebende Organismen, v;ie Tiere und Menschen, werden DNA 
enthaltende Lipidvesikel durch parenterale Injektion, bei- 
spielsv;eise intravenbs, intramuskular , subkutan, intra- 
peritoneal oder durch Injektion in bestiirunte Organe, z.B. 
intratestikular , appliziert. In Pflanzen konnen die DNA- 
haltigen Lipidvesikel in die Gef aBe systemis6h, z.B. die Leitblindel 
oder Siebrchren, eingebracht werden.* 



Mit den Zellen konnen nach der Fusion mit DNA-haltigen 
Lipidvesikeln wertvolle primare Gen-Produkte, wie Antikor- 
per, Enzyme, v;ie B-Lactamase, zellulare, bakterielle oder 
virale Antigene, wie Tumorantigene, H-Antigene der Salmonel- 
15 len, Oberf lachenantigen des Hepatitis B Virus (HBsAg) , Anti- 
gene von Tollwut-Virus oder Maul- und Klauenseuche-Virus , 
hergestellt werden. Es konnen im Prinzip 

auch Produkte hergestellt werden, die durch die hinterein- 
ander geschaltete Syntheseleistung eines Oder mehrerer 
20 Enzyme gebildet werden, deren genetische Inf ormation^durch 
die Lipidvesikel in die Zellen verbracht wurde. Dasselbe 
gilt analog fur vielzellige Organismen, deren Zellen mit 
DNA-haltigen Lipidvesikeln zur Fusion gebracht wurden. 

25 Was die Zellen betrifft, so kommen folgende Anwendungen in 
Frage : 

a) In erster Linie die Moglichkeit, das gewiinschte Gen- 
Produkt scfcrt zu synthetisieren, ohne daB sich die ein- 
gebrachzs DL\.~ selbst replizieren muB, und 'ohne daB die 

30 Replikation und Vermehrung dieser Zellen abgewartet wer- 

den nu6; 

b) infolge der hohen Effizienz des DNA-Transf ers durch 
Lipidvesikel konnen leicht Zellen isoliert werden, wel- 
che die DNA so in ihrem Genom verankert haben, daB die 

35 DNA erblich weitergegeben werden kann und zur standigen 

Syn these des gewunschten Gen-Produktes ffihrt. Nach dem 
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1 bisherigen Stand der Wissenschaf t , d.h. bei den ublichen 

Transformations-Verfahren, ware hochstens zu erwarten, 
daB eine unter etwa 1 Millionen Zellen die gewunschte 
neue Eigenschaft enthalt. 

5 

Was vielzellige lebende Organismen betrifft, so konnen z.B. 
Tiere zur Bildung von Antikorpern gegen Krankheiten ge- 
bracht werden, die durch Parasiten, Bakterien oder Vixen verursacht wer- 
den. Im Bereich der Humanroedizin konnen Erbdefekte, wie 

10 Galactosamie, Lesch-Nahan-Syndrom, Ahorn-Syrup-Krankheit , 

Hyperargininaemie, Hamophilie A und B oder Muskeldystrophie 
behandelt werden. Ebenso konnen Krankheiten, der en Behand- 
lung die intrazellulare Synthese von Proteinen im Organis- 
mus selbst erforderlich macht, therapiert werden. Durch 

15 Fusion von Zellen eines lebenden eukaryotischen Organismus 

mit DNA-haltigen Lipidvesikeln kann ein Mangel an einem Pro- 
tein, z.B. einem Peptidhormon oder einem Enzym, beseitigt 
oder der Schutz gegen virale Infektion (durch Interferon- 
produktion) erhoht werden.. 

20 

Das Verfahren zur Kerstellung der DNA-haltigei* Lipidvesike^ 
besteht im allgemeinen darin f daB bei iiblichen pH-Werten, 
vorzugsweise einem pH-Wert von etwa 7, in waBrige Losungen 
bei Temperaturen, bei denen Lipidvesikel stabil sind, vor- 
25 . zugsweise urn 35 bis 37°C f wasserunlosliche polare Lipide 
(sogenannte amphipathische Lipide) , z.B. Phospholipide , 
entweder allein oder als Lipidgemisch, wie ein Phospho- 
lipid, haufig Ziiecithin, Cholesterin und ein elektrisch 
geladenes Anphiphil, wie Stearylamin (positive Ladung) 
30 oder Dicetylphosphat (negative Ladung), in unterschiedlichen 
Molverhaltnissen, gewohnlich im Bereich von 6:3:1 bis 
5 : 5 : 0,5, mit DNA-Material gemischt werden. Sodann werden 
anschlieBend, z.B- durch Ultraschall-Behandlung, Lipidve- 
sikel gebildet, die ohne weiteres Zutun das DNA-Material 
35 einschlieBen. Der erhaltenen DNA-haltigen Lipidvesikel- 

suspension werden erf indungsgemaB eukaryotische Zellen oder 
Zellkulturen oder eukaryotische Protoplasten als Kulturen 
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zugesetzt. Diese werden nach Routinemethoden angelegt. 
Vor der Zugabe der DNA-haltigen Lipidvesikelsuspension 
wird das Kulturmedium teilweise oder ganz entfernt. Nach 
einer Anzahl von Stunden wird wiederum die LipidvesikellS- 
sung entfernt und neues Kulturmedium zugegeben. Nach etwa 
16 bis 24 Stunden kann in den Zellen bzw. Protoplasten 
eine hinreichende Menge des gewiinschten Gen-Produktes 
nachgewiesen werden. 

Als Nachweismethoden fiir die synthetisierten Gen-Produkte 
kommen bekannte Verfahren, wie mikrobiologischer Nachweis, 
Spekralphotometrie, radioimmunologische, virologische 
und enzyir.atische. Verfahren in Frage. Alle diese Verfahren' 
sind in wissenschaftlichen Standarkwerken verof f entlicht . Als 
Isolierungs- und Reinigungsmethoden fiir die Gen-Produkte kom- 
men ebenfalls bekannte Verfahren, wie Chromatographie, Aus- 
salzung, Elektrophorese oder Reaktion mit Antigenen oder 
Antikorpern, in Frage. Auch diese Verfahren sind in wissen- 
schaftlichen Stsndardwerken verof f entlicht . 

Zur Immunisierung vcn Tieren und Menschen oder zur Produk-' 
tion von Antigenen oder Antikorpern konnen die DNA-haltigen 
Lipidvesikel in Forn iiblicher In jektionspraparate nach iib- 
lichen Methoden parenteral appliziert werden, z.B. subkutan, 
intravenos, intramuskular oder intraperitoneal. Die DNA- 
haltigen Lipidvesikel konnen auch unmittelbar in Organe 
injiziert werden. Es ist klar, daB die Herstellung der DNA- 
haltigen Lipidvesikelpraparate in diesem Fall unter steri- 
len Becir.r--r.=5n erfclcen muB. In jektionspraparate enthalten 
eine ausreichende Menge der gewunschten DNA-haltigen Lipid- 
vesikel in ilblichen Verdunnungsmitteln, z.B. physiologischer 
Kochsalzlosung. Die DNA-haltigen Lipidvesikelpraparate 
konnen ein einziges Mai oder in einem Abstand von Stunden 
Oder Tagen mehrmals injiziert werden. Die verwendete Menge 
der DNA-haltigen Lipidvesikel, die Tier oder Mensch appli- 
ziert wird, ist so bemessen, daB die gewunschte Immunisie- 
rung oder die Produktion von Antigenen oder Antikorpern zur 
Isolierung und Gewinnung ausreichender Mengen erfolgt. 
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Die Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1 
10 uMol Phosphatidylcholin (gereinigt nach W.S. Singleton 
u. Mitarb., Journal of American Oil Chemist's Society, 
Bd. 42 (1965), S. 53) und Phosphatidylserin hoher Reinheit 
aus Rinderhirn im Molverhaltnis 9 : 1 "werden in 10 ml Chloro- 
form p. a. gelost. Die erhaltene Losung wird im Stickstoff- 
strom bei 36 °C zur Trockene eingedampft. 



2 *ig DNA des B-Lactamase-Gens (vgl. J.G. Sutcliffe, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA , Bd. 75 (1978), S. 3737 bis 3741) 
werden in 10 ml eines waBrigen Tris-Histidin-NaCl-Puf f ers 
" (25 mM Tris-HCl, 2 mM Histidin, 145 mM NaCl; pH 7,4) gelost. 
15 Die erhaltene Losung wird zu den Lipiden gegeben und das Ge- 
misch wird 30 Kinuten bei 35 °C unter Stickstoff als Schutz- 
gas mit einem Branson-UltraschallgerSt Typ B-12 derart mit 
Ultraschall behandelt, daB kein wesentlicher Abbau der DNA erfolgt. 

20 Die erhaltene DNA-haltige Lipidvesikelsuspension wird nun 
2 Stunden bei 37°C mit HeLa-Zellen inkubiert. Zu diesem 
Zweck werden die KeLa-Zellen zunachst mit 20 ml Eagle's 
Minimal Essential ^5edium(EMEM) ohne Serum gewaschen. Sodann 
werden 4 ml der DNA-haltigen Lipidvesikelsuspension (10nMol) 

25 zu 10 7 gewaschenen HeLa-Zellen gegeben. 

Nach der Inkubation wird die Lipidvesikelsuspension von den 
HeLa-Zellen dekantiert. Die Hela-Zellen werden zweimal mit 
Phosphat-gepufferter Kochsalz losung (PBS) gewaschen und so- 
30 dann mit 20 ml EMEM versetzt, das 10 % foetales Kalber serum 
enthalt . 

In gleicher Weise werden anstelle von HeLa-Zellen Hiihner- 
embryo-Fibroplasten sowie in einem weiteren Versuch L-Zellen 
35 in gleicher Menge verwendet- 
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Die Genexpression in den HeLa-Zellen, Fibroplasten und L-Zel- 
len wird spektrophotometrisch sowie mikrobiologisch verfolgt. 
Nach 16 bis 24stiindiger Inkubation bei 37 °C werden 10 7 Zellen 
in iiblicher Weise trypsinisiert , sodann bei 270 x g zentri- 
fugiert. Der erhaltene Niederschlag (das "Pellet") wird 
zum Aufbrechen der Zellen mit Ultraschall behandelt. 
Aliquots des Zellextrakts werden mit 10~ 4 molarer Cephalo- 
sporin 87/312 Losung, d.h. einer Losung, die 51,6 ug/ml des 
Cephalosporins enthalt (vgl. C.H/ 0 ! Callaghan u. Mitarb., 
Novel Method for Detection of B-Lactamases by Using a 
Chromogenic Cephalosporin Substrate, Antimicrobial Agents 
and Chemotherapy, Bd. 1 (1972), S. 283 bis 28.8), 30 Minuten 
bei Raumtemperatur umgesetzt. Die ftnderung der Absorptions- 
spektren der Reaktionsgemische wird mit einem Cary 17 
Spektrophotometer auf gezeichnet. Das Maximum bei 386 nm nimmt 
ab und gleichzeitig erscheint ein neues Maximum bei 4 82 nm. 
Dies ist ein Beweis fur das Vorliegen von B-Lactamase im 
Reaktionsgemisch, die den B-Lactamring des Cephalosporins 
geoffnet hat. 

Der mikrobiologische Test zur Bestimmung der Anwesenheit von 
B-Lactamase, fur die das- Gen codiert, wird f olgendermaBen 
durchgef lihrt : 

10 Ampicillin-empf indliche Zellen von E.coli C 600 werden 
mit 0,5 ml 'des Zellextrakts in Gegenwart von 30 ug/ml 
Ampicfllin 15 bis 18 Stunden bei 37°C inkubiert. Die 
Ampicillin-empf indlichen Zellen vermehren sich stark im 
Medium. Dies ist ein Beweis fur die Anwesenheit des Gen- 
Produkts B-Lactamase, das den B-Lactamring des Ampiciliins 
geoffnet und cadurch das Antibiotikum inaktiviert hat. 

Beispiel 2 
Beispiel 1 wird wiederholt, jedoch werden anstelle der DNA 
des B-Lactamase-Gens 2 ng des DNA-Fragmentes verwendet, das die 
fur HBsAg codierenden DNA-Sequenzen enthalt. Die erhaltene 
DNA-haltige Lipidvesikelsuspension wird zu HeLa-Zellen bzw. 
zu Huhnerembryof ibroplasten gegeben. 
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1 Nach mindestens I8stundigem Inkubieren der behandelten Zel- 
len bei 37 °C wird das Kulturmedium mittels des Radioimmun- 
tests auf die Gegenwart von HBsAg untersucht. Das Ergebnis 
des Radioimmuntests zeigt die Gegenwart von HBsAg an. 

5 

Das DNA-Fragment, das die fur HBsAg codierende DNA enthalt, 
kann nach der von P.Valenzuela u. Mitarb., Nature, Bd. 280 
(1979), S. 815 bis 819, beschriebenen Methode, erhalten 
werden, 

10 Das HBs-Antigen kann durch bekannte biochemische Verfahren, 
z.B- Sedimentation Oder Dichtegradientenzentrifugation,ge- 
reinigt werden. 

15 Beispiel3 

Beispiel 2 wird wiederholt, jedoch wird als DNA ein Plasmid 
verwendet, welches das Gen fur das Hepatitis core Antigen 
(HBcAg) enthalt. 

20 Das Ergebnis des Racioiirununtests zeigt die Gegenwart von 
HBcAg an. 

In gleicher Weise konnen Plasmide verwendet werden, welche 
Gene fiir Wachstumshormone, Insulin, Somatostatin (chemisch 
25 synthetisierte codogene Sequenzen) , Angiotensin II Oder 

Interferon enthalten. Durch den Radioiromuntest oder geeigne 
te biologische Verfahren lassen sich diese Gen-Produkte 
nach kurzer Zeit nachweisen. 

30 Beis. piel4 

Produktion von HBsAg in Kaninchen 

GemaB Beispiel 2 hergestellte Lipidvesikel, die die fur 
HBsAg codierende DNA enthalten, werden in 4 ml physiologi- 
35 scher Kochsalzlosung suspendiert und Kaninchen intravenos 
in die Ohrvene injiziert. Bis zum 7. Tag werden taglich 
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Serumproben entnommen. AuBerdem werden an ausgewahlten Tagen 
Tiere getotet und Leberproben untersucht. Aus den Leberproben 
wird das Cytoplasma nach bekannten Methoden gewonnen. Im 
Radioimmuntest laBt sich das HBs-Antigen nachweisen. 

Der Hauptzweck dieses Verfahrens ist allgemein betrachtet, 
darin zu sehen, Tiere durch Produktion von Antigenen und an- 
schlieBende Inununreaktion, d.h. Bildung von spezifischen 
Antikorpern, gegen Virus- und andere infektiose Erkrankungen 
zu immunisieren. 
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Patentanspriiche 

1 . Eukaryotische Zellen mit einem Gehalt an durch Lipid- 
vesikel eingebrachter DNA. 

2. Eukaryotische Zellen nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die DNA einstrangig ist. 

3. Eukaryotische Zellen nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die DNA doppelstrangig ist. 

4. Eukaryotische Zellen nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die DNA prokaryotischen Ursprungs ist. 

5. Eukaryotische Zellen nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, "daB die DNA eukaryotischen Ursprungs ist. 
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1 6. Eukaryotische Zellen nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die DNA eine durch reverse Transkription aus 
RNA hergestellte DNA ist. 

5 7. Eukaryotische Zellen nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die DNA eine ganz oder teilweise chemisch er- 
zeugte DNA ist. 

8. Eukaryotische Zellen nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
10 zeichnet r daB die DNA eine an ein Plasmid angekoppelte DNA 

ist. 

9. Eukaryotische Zellen nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die DNA eine an ein Virus-Genom angekoppelte 

15 DNA ist. 

10. Eukaryotische Zellen nach einem der Anspriiche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB die eukaryotischen Zellen 
Zell-Linien sind. 

20 

11. Eukaryotische Zellen nach einem der Anspriiche 1 bis 9 r % 
dadurch gekennzeichnet, daB die eukaryotischen Zellen 
primare Zellkulturen sind. 

25 12. Eukaryotische Zellen nach einem der Anspriiche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB die eukaryotischen Zellen 
pflanzliche Zellen sind. 

13. Eukaryotische Zellen nach einem der Anspriiche 1 bis 
30 9, dadurch gekennzeichnet, daB die eukaryotischen Zellen 

Protoplasten aus Pflanzen Oder Backerhefe sind. 

14. Eukaryotische Zell-Linien, gekennzeichnet durch einen 
Gehalt an in die Ausgangszellen durch Lipidvesikel einge- 

35 brachter DNA nach einem der Anspriiche 1 bis 9 . 
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1 15. Vielzellige eukaryotische lebende Organismen mit einem 
Gehalt an durch Lipidvesikel eingebrachter DNA nach einem 
der Anspruche 1 bis 9. 

5 16. Organismen nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 

daB der Organismus eine Pflanze ist. 

17. Organismen nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Organismus ein Tier ist.* 

10 

18. Organismen nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet , 
daB der Organismus ein Warmbluter ist. 

19. Organismen nach Anspruch 15; dadurch gekennzeichnet, 
15 daB der Organismus ein Sauger ist. 

20. Organismen nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Organismus ein Mensch ist. 

20 21 . Verf ahren zur Kerstellung eukaryotischer Zellen mit 

einem Gehalt an fur mindestens ein Gen-Produkt codierender 
DNA, dadurch gekennzeichnet, daB man DNA-haltige Lipid- 
vesikel gemafi Anspruch 1 bis 9 in die Zellen einbringt. 

25 22. Verf ahren zur Herstellung vielzelliger eukaryotischer ' 
lebender Organismen mit einem Gehalt an mindestens fiir ein 
Gen-Produkt codierender DNA, dadurch gekennzeichnet, dafl 
man DNA-haltige Lipidvesikel gemaB Anspruch 1 bis 9 in 
den Organismus einbringt. 

30 

23. verf ahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB 
man als Organismus ein Tier verwendet und die DNA-halti- 
gen Lipidvesikel parenteral appliziert. 

35 24. Verf ahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daB 
man als Organismus Warmbluter verwendet. 
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1 25. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet , daB 

man als Organismus Sauger verwendet. 

26. Verfahren nach Anspruch 23 , dadurch gekennzeichnet, daB 
5 man als Organismus Menschen verwendet. 

27. Verfahren zur Herstellung von Gen-Produkten, dadurch 
gekennzeichnet, daB man in die eukaryotischen Zellen oder 
eukaryotischenProtoplasten DNA-haltige Lipidvesikel gemaB 

10 einem der Anspriiche 1 bis 9 einbringt und das primare Oder 
sekundare Gen-Produkt isoliert. 

28. Verfahren zur Herstellung von Gen-Produkten, dadurch 
gekennzeichnet, daB man Pflanzen oder Tieren DNA-haltige 

15 Lipidvesikel gemaB einem der Anspriiche 1 bis 9 systemisch 

bzw, parenteral appliziert und aus den Pflanzen oder Tieren 
das primare oder sekundare Gen-Produkt isoliert. 

29. Verwendung DNA-haltiger Lipidvesikel gemaB einem der 
20 Anspriiche 1 bis 9 zur Herstellung von primaren oder sekun- 

daren Gen-Produkten in eukaryotischen Zellen, efikaryotischen « 
Protoplasten oder vielzelligen eukaryotischen lebenden 
Organismen . 

25 30. Verwendung DNA-haltiger Lipidvesikel gemaB einem der 
Anspriiche 1 bis 9 zur Immunisierung von Warmblutern. 

31. Verwendung DNA-haltiger Lipidvesikel gemaB einem der 
Anspriiche 1 bis 9, bei denen die DNA fur ein Gen-Produkt 

30 

codiert, das eukaryotischen Zellen, eukaryotischen Proto- 
plasten oder vielzelligen eukaryotischen lebenden Organis- 
men fehlt, zur Behebung der entsprechenden genetisch be- 
dingten Defekte. 

35 
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